Effects of activation of the Unfolded Protein Responsein Drosophila melanogaster by Tian, Gu
  
 
 
Effects of activation of the Unfolded Protein Response 
in Drosophila melanogaster 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
DISSERATION 
zur Erlangung des Doktorgrades 
der Mathematisch-Naturwissenschaftlichen Fakultät 
der Christian-Albrechts-Universität zu Kiel 
 
 
 
 
 
 
vorgelegt von 
Gu Tian 
aus China 
 
 
 
 
Kiel, 2017 
 
  
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Referent: Prof. Dr. Thomas Roeder 
Koreferent: Prof. Dr. Holger Heine 
Tag der mündlichen Prüfung:13,10,2017 
Zum Druck genehmigt: 13,10,2017 
gez. Dekan: 
Summary 
In eukaryotic cells, endoplasmic reticulum (ER) stress occurs when misfolded proteins 
accumulate in the lumen of the ER. It is observed in many tissues in human diseases 
including cancer, diabetes, obesity, and neurodegeneration. The unfolded protein 
response (UPR) is an intracellular signaling system, which is activated in response to 
ER-Stress to restore homeostasis. The conservation of the UPR pathway, together with 
the availability of numerous genetic tools make Drosophila melanogaster a powerful 
model for studying the role of ER-stress and the physiological role of the UPR. The UPR 
comprises of three signaling branches mediated by three ER transmembrane proteins: 
inositol-requiring protein 1 (IRE1), protein kinase RNA-like ER kinase (PERK), activating 
transcription factor 6 (ATF6). 
Using Drosophila melanogaster as a model, I studied the role of the three branches of 
the unfolded protein response by their ectopic activation. For this, I enhanced the 
expression of IRE1, XBP1s, PERK, or ATF6, respectively. Overexpression of XBP1s and 
of PERK in the fat body induced striking structural changes in cell shapes and nucleus 
sizes, while overexpression of IRE1 and ATF6 had only minor effects. Activation of 
XBP1s and of PERK in the trachea was lethal. Moreover, it could be found that ectopic 
activation of XBP1s and of PERK, both in trachea and in the fat body induced 
expression of the antimicrobial peptide genes drosomycin. Thus, a strong activation of 
the innate immune response might be part of the UPR in these tissues. 
Insulin-like peptides (ILPs) act as key effectors regulating lifespan, metabolism, growth, 
development, reproduction, stress resistance and feeding behaviors in multicellular 
organisms. In this part, the focus was on the role of ectopic activation of the UPR in 
regulation of DILPs in Insulin producing cells (IPCs). In these experiments, obvious 
phenotypic changes of IPCs were observed in the adult brain, comprising of a 
decreased size of the IPC cluster in the pars intercerebralis, in animals experiencing 
specific XBP1s and PERK overexpression in the IPC. This reduction was more 
pronounced in PERK overexpressing flies. The level of circulating DILP2 in XBP1s 
overexpressing flies was decreased, both in females and males, exactly as the level of 
total DILP2. The insulin level was associated with hyperglycemia, attenuated ability of 
glucose clearance, and an extension of life span. Conversely, in PERK-overexpressing 
flies, a marked down-regulation of total insulin level was detected compared to the 
control flies, but a normal level of circulating insulin and an unimpaired ability of 
glucose clearance was seen. In addition, a developmental delay and smaller body sizes 
were observed only in PERK-overexpressing flies. ORMDL3 is a protein associated with 
Type 1 diabetes, however the circulating and total DILP2 content in ORMDL 
overexpressing flies has no difference compare to controls. ORMDL flies possess a 
good capacity of glucose clearance after oral feeding of glucose, compared to control 
flies although the glucose levels were slightly higher. All these results suggest that 
ORMDL overexpression has a slight effect but the ectopic overexpression of XBP1s in 
IPCs is indeed a very useful type 1 diabetes model. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Zusammenfassung 
In eukariotischen Zellen akkumulieren nicht korrekt gefaltete Proteine im Lumen des 
endoplasmatischen Reticulums (ER). Dieser ER-Stress kann in vielen humanen 
Geweben nachgewiesen werden und wird unter anderem mit Krebs, Diabetes, 
Fettleibigkeit und neurodegenerativen Krankheiten assoziiert. Durch ER-Stress wird 
die Unfolded Protein Response (UPR), ein phylogenetisch hochkonserviertes, 
intrazelluläres Signalsystem zum Erhalt der Gewebehomöostase, ausgelöst. Die UPR 
besteht aus drei Signalkaskaden, die jeweils durch spezifische ER-
Transmembranproteine reguliert werden: Inositol-Requiring Protein 1 (IRE1), Protein 
Kinase RNA-like ER Kinase (PERK) und Activating Transcription Factor 6 (ATF6).  
Die vielfältigen genetischen Manipulationsmöglichkeiten der Taufliege Drosophila 
melanogaster erlauben es, dieses komplexe System des ER-Stresses und die damit 
verbundene physiologische Rolle der UPR detailliert zu untersuchen. In dieser Arbeit 
wurden die UPR-Signalkaskaden durch gewebespezifische ektopische Überexpression 
charakterisiert. Während die Überexpression von IRE1 und ATF6 im Fettkörper kaum 
phänotypische Veränderungen hervorrief, zeigte die Überexpression von PERK und 
XBP1s im gleichen Gewebe auffallende strukturelle Veränderungen, insbesondere der 
Zellform und der Zellkerngröße. Die Überexpression dieser beiden Gene in den 
Tracheen war letal. Es konnte gezeigt werden, dass die ektopische Aktivierung von 
PERK und XBP1s sowohl in den Tracheen, als auch im Fettkörper, zur Expression des 
antimikrobiellen Peptids drosomycin führt. Daraus kann geschlossen werden, dass die 
angeborene Immunabwehr in diesen Geweben eng mit der UPR verknüpft ist. 
Insulin-Like Peptides (ILP) regulieren in multizellulären Organismen eine Vielzahl von 
Vorgängen wie zum Beispiel Entwicklung, Wachstum, Metabolismus, Reproduktion, 
Stressresistenz, Fressverhalten und die Lebensspanne. Es wurde hier der Einfluss der 
UPR auf die Regulation der Drosophila Insulin-Like Peptides (DILP) in Insulin Producing 
Cells (IPC) analysiert. Die Überexpression von XBP1s und insbesondere von PERK in 
den IPCs adulter Taufliegen führte zu einer Reduktion des IPC Clusters im pars 
intercerebralis. Gleichzeitig sank das Level an zirkulierendem DILP2, als auch an 
absolutem DILP2, bei den XBP1s überexprimierenden Fliegen. Das verminderte 
Insulinlevel konnte mit einer Verminderung der Glukoseaufnahme aus der 
Hämolymphe und daraus resultierender Hyperglykämie assoziiert werden. Zudem 
zeigten diese Taufliegen eine längere Lebensspanne als die Kontrollfliegen. Im 
Gegensatz hierzu wurde bei einer PERK Überexpression zwar eine Verminderung des 
absoluten Insulins beobachtet, nicht aber eine Verminderung des zirkulierenden 
Insulins. Diese Fliegen zeigten zudem keine Beeinträchtigung der Glukoseaufnahme, 
wohl aber eine Verzögerung der Entwicklung und eine geringere Körpergröße. 
ORMDL3 ist ein mit Diabetes Typ 1 assoziiertes Protein. In der Taufliege zeigt eine 
Überexpression dieses Genes allerdings keinen Effekt auf zirkulierendes oder 
absolutes DILP2. Des Weiteren konnte kein Effekt auf die Glukoseaufnahmefähigkeit 
nach oraler Glukosegabe nachgewiesen werden. Insgesamt hat sich das XBP1s 
Überexpressionsmodel in den IPCs als ein wertvolles Model in der Diabetes Typ 1 
Forschung erwiesen. 
 
